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研究成果の概要（和文）：アフリカトリパノソーマ症を媒介するツェツェバエの新たなコントロール法の構築を
行うことを目的として、以下の解析を行った。ツェツェバエのコロニーを確立し麻酔システムの検討を行った。
さらにGlossina palpalis defensin（GpDef）分子の抗アフリカトリパノソーマ原虫活性プロファイルを明らか
にした。当初予定していた、貯精嚢へのインジェクションは困難であったため、アフリカトリパノソーマ原虫の
動き、エキソソーム関連分子解析、ツェツェバエゲノム上のポリドナウイルス類似配列を利用しての代替遺伝子
組換えシステムの構築検討を行った。
研究成果の概要（英文）：Tsetse flies (Glossina spp.) transmit African trypanosomiasis. In order to 
effectively control the disease, development of a novel gene manipulating method is expected, which 
generates the tsetse fly refractory to African trypanosomes. For that purpose, Glossina insectary 
was firstly set up and preliminary anesthetic system of Glossina was established. Then, 
anti-microorganism activity of Glossina palpalis defensin（GpDef）was analyzed. The results showed 
that the molecule possessed a specific anti-trypnosomal activity.
Initial idea of injecting DNA molecules into G. palpalis spermatheca was not successful. Thus in 
order to see the feasibility of establishing future gene modification system, the following analyses
 were carried out: a motility and exosome-related molecule of African trypanosome was analyzed and 
Glossina genome was surveyed in detail for polydnavirus.
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１． 研究開始当初の背景 
 
アフリカトリパノソーマ症は人獣共通感
染症であり、アフリカの人々の健康、タンパ
ク源としての家畜に甚大な被害を与えてい
る。本疾患はアフリカトリパノソーマ原虫に
より引き起こされ、媒介昆虫のツェツェバエ
により伝播される。本疾患に対してのコント
ロールは、主に殺虫剤によるツェツェバエの
駆除により行われているが、その効果は極め
て限定的である。一方、マラリアや他の寄生
虫疾患を媒介するハマダラカなどの媒介昆
虫に対しては、ショウジョウバエの遺伝子組
み換え技術が応用され、その卵に外来遺伝子
を導入することにより、当該寄生虫疾患を伝
播しない昆虫が作製され、新たな寄生虫疾患
コントロールツールが得られてきている。し
かし、遺伝子組み換えツェツェバエ作製の試
みは国内外で行われてきているが、成功例は
皆無である。この主要な原因は、ツェツェバ
エが卵を産まず、卵が母体内で孵化し、蛹化
寸前の幼虫まで発育した状態で出てくる、胎
生である（卵に外来遺伝子を導入できない）
ことにある。 
 
２． 研究の目的 
 
 ツェツェバエの新規遺伝子組換えシステ
ムの構築を検討し、さらにツェツェバエのエ
フェクター分子としての Glossina palpalis 
defensin（GpDef）分子の抗アフリカトリパノ
ソーマ原虫活性を解析することにより、新た
なアフリカトリパノソーマ症制圧につなげ
ることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 
 以下のような方法で解析を進めた。 
（１）ツェツェバエのコロニー作製と効果的
な麻酔システムの探索 
（２）GpDef分子の抗微生物活性プロファイ
ル解析 
（３）代替方法の探索 
 
４． 研究成果 
 
（１）ツェツェバエのコロニー作製と効果的
な麻酔システムの探索 
 
ツェツェバエGlossina palpalis種のコロ
ニーを本研究用に確保し、メンブレンフィー
ディングにより吸血させるシステムを確立
した。DNAのインジェクションを行うために
氷上5分の麻酔では不十分であることが判明
した。そこで、まずは十分な数が確保できる
ハマダラカ Anopheles gambiaeを用いて
Drosophila で 麻 酔 に 用 い ら れ る
triethylamine (FlyNap (Carolina 
Biological Supply))を用いて、その有効性
を解析した。その結果、ハマダラカの羽化後
の日齢が FlyNapによる麻酔効果に重要なこ
とが明らかになった。羽化3日後のハマダラ
カは羽化5日後のものに比べて麻酔効果が表
れるまでより時間がかかるが、短い時間で麻
酔がきれる傾向があることが明らかになっ
た（表１、表２）。 
Concentration 
of FLyNap 
 First 
revival 
R (%) 
after  
30 min 
R (%) 
after  
60 min 
R (%) 
after  
90 min 
R (%) 
after  
120 min 
1 µl of stock 60min 0 
 
10 80 90 
2 µl of stock 85min 0 0 10 80 
1/10 of stock 25min 10 40 100 100 
1/100 of stock No KD No KD No KD No KD No KD 
1/1000 of stock No KD No KD No KD No KD No KD 
control (10µl of 
ethanol) 
No KD No KD No KD No KD No KD 
表1. FlyNapによる羽化3日後のAn. gambiae
に対する麻酔効果  
各郡10匹ずつ3回の平均結果。First revival 
time:最初の An. gambiaeが麻酔から覚める
までに要した時間。No KD: 麻酔にかからな
かった群。 
 
Concentration 
of FLyNap 
 First 
revival 
R (%) 
after  
30 min 
R (%) 
after  
60 min 
R (%) 
after  
90 min 
R (%) 
after  
120 min 
1 µl of stock 9min 
14sec 
40 
 
40 40 40 
2 µl of stock 1h 16sec 0 0 0 10 
1/10 of stock 2min 
30sec 
60 100 100 100 
1/100 of stock 9min 
53sec 
10 10 10 10 
1/1000 of stock No KD No KD No KD No KD No KD 
control (10µl of 
ethanol) 
No KD No KD No KD No KD No KD 
表2. FlyNapによる羽化5日後のAn. gambiae
に対する麻酔効果  
各郡10匹ずつ3回の平均結果。First revival 
time:最初の An. gambiaeが麻酔から覚める
までに要した時間。No KD: 麻酔にかからな
かった群。 
 
上記、An. gambiaeの結果に基づき、FlyNap 
5 µlを用いることで、同様にG. palpalisに
対しても麻酔をかけることができる予備的
な解析データが得られた。しかし、FlyNapを
用いるにはAn. gambiaeの結果から、羽化後
の日数が重要なファクターとなると推察さ
れたが、解析に必要な十分量の G. palpalis
を得られなかった。 
その後、所属異動に伴い、ツェツェバエの
インセクタリーへの頻繁なアクセスが困難
になり、また日本国内においてツェツェバエ
を輸入して解析することが困難であった。こ
のため、実際のインジェクションまで進める
ことができなかった。 
 
（２）GpDef分子の抗微生物活性プロファ
イル解析 
 
アフリカトリパノソーマ症の制圧を目標
として、遺伝子組換えを目指すうえで、抗ア
フリカトリパノソーマ原虫活性を有するエ
フェクター分子の同定が重要となる。そこで
ツェツェバエの抗菌ペプチド defensin分子
（GpDef）に着目しマラリア原虫、アフリカ
トリパノソーマ原虫、大腸菌、黄色ブドウ球
菌に対してのエフェクター作用の解析を以
下のように行った。 
Ⅰ. GpDefをハマダラカの中腸で発現させて、
マラリア原虫を感染させることにより、抗マ
ラリア原虫活性プロファイルを解析した。 
Ⅱ. GpDefペプチドを合成し、in vitro 培養
アフリカトリパノソーマ原虫（ツェツェバエ
感染型）, in vitro 培養大腸菌・黄色ブド
ウ球菌に対する増殖抑制活性測定を行った。 
 
Ⅰ. DsRed-GpDef融合タンパク質発現ハマダ
ラカ作製とその抗マラリア原虫活性解析 
  ハマダラカ（Anopheles stephensi）の728
胚にpBac-pvitellogenin-DsRed-GpDef（図1）
のインジェクションを行い、EGFP蛍光でスク
リーニングを行い、2系統を得た。このうち、
発現が安定している1系統を用いて、以下の
解析を行った。 
 
 DsRed-GpDef発現蚊（TG）とコントロール
蚊（WT）を吸血させ、48時間後にDsRedシグ
ナルを TG蚊で確認した（図 2）。またリアル
タイム PCRにより、DsRed-GpDef発現蚊で吸
血に伴いGpDef分子が発現することを確認し
た。 
  DsRed-GpDef発現蚊（TG）とコントロール
蚊（WT）にマラリア原虫を感染させ、oocyst
と sporozoiteの数を比較した。その結果、
oocyst数では減少が見られたが、sporozoite
数では有意な差が見られなかった（表3）。 
 
表3. WTとTGでのsporozoite数の比較 
n = 15, spz: sporozoite; SG: salivary gland 
 
 
Ⅱ. GpDefペプチドの培養系での抗アフリカ
トリパノソーマ原虫活性、抗菌活性解析 
 GpDefペプチドは（推定マチュア部位、推
定活性部位いずれも）培養アフリカトリパノ
ソーマ原虫（ツェツェバエ感染型）に対して、
500μM以上の濃度で増殖を抑制した。 
 大腸菌、黄色ブドウ球菌に対しては、 推
定マチュア分子、推定活性部位いずれも 2mM
でも増殖阻害はかからなかった。 
 
 ツェツェバエの体内にはWolbachiaのよう
な共生細菌が存在していることが知られて
いる。このため、GpDefが大腸菌や黄色ブド
ウ球菌などのバクテリアに対して抗菌スペ
クトルを示さなかったものと考えられる。ま
たマラリア原虫の oocyst数では減少が見ら
れたが sporozoite数の減少が見られなかっ
たことから、マラリア原虫に対しては大きな
増殖阻害効果は無く、GpDefはアフリカトリ
パノソーマ原虫特異的に増殖を抑制すると
推定された。このことからGpDef分子は抗ア
フリカトリパノソーマ原虫活性を有するエ
フェクター分子として、将来的な遺伝子組換
え（発現量を増やすなど）によりアフリカト
リパノソーマ症制圧を目指す際に有効であ
ると考えられた。 
 
（３）代替方法の探索 
 
当初の計画どおりの進展が難しかったた
め、代替手段でツェツェバエの遺伝子組換え
を行うシステムの検討を行った。 
 
まずは寄生生物であるアフリカトリパノ
ソーマ原虫自体を遺伝子導入ツールに用い
ることができないか検討を試みた。アフリカ
トリパノソーマ原虫を遺伝子導入に用いる
には、動きを制御する必要があると考えられ
た。この観点から動き関連分子 TbUNC119BP
（Tb927.7.5300）の一部分の強制発現で原虫
細胞の動きを制御することができること、ま
たアフリカトリパノソーマ原虫のエクソソ
図 1. pBac-pvitellogenin-DsRed-GpDef
の模式図 
GpDefを DsRed monomerと融合した形で
An gambiaeのvitellogenin promotorの
制御下で発現するように構築した。 
図 2. pBac-pvitellogenin-DsRed-GpDef
導入An. stephensiの蛍光顕微鏡観察 
 吸血 2日後の WT（非組換え蚊）と TG
（遺伝子組換え蚊）の蛍光画像。TGでは
腹部でDsRedの発現が観察された。 
ームに含まれる分子群と相互作用すること
を明らかにした。従って、TbUNC119BPを制御
して、エクソソーム中に組換えを行いたい遺
伝子を導入できれば、ツェツェバエの遺伝子
組換えシステムの構築につながると考えら
れた。 
 
ポリドナウイルスは,寄生バチのゲノムに
コードされている。ウイルス粒子の複製は雌
バチの卵巣と側輸卵管の間に位置するカリ
ックス部細胞内でのみ進行し、その後ウイル
ス粒子は寄生の際に卵と共に宿主に注入さ
れる。ツェツェバエゲノムにポリドナウイル
ス配列相同の部位があることは報告されて
い た (International Glossina Genome 
Initiative, Science 344 380-386(2014))。
しかし、その機能は不明のままである。
Vectorbaseの配列情報をもとに、ポリドナウ
イルス類似配列を検索したところ、パッケー
ジングに必要な ATPase, protease, capsid
などがそろっており（表４）、ツェツェバエ
内でもウイルス粒子として機能している可
能性が考えられた。ポリドナウイルスの寄生
バチ以外のゲノム上での機能は抗ウイルス
作用などが報告されている（Gasmi et al. 
PloS Genetics (2015)）が、ウイルス粒子
としてではない。このため、ウイルス粒子と
して働いている場合、そのシステムを利用し
ての遺伝子組換えの方法が構築できる可能
性が考えられた。 
 
表4. Glossinaゲノム上のポリドナウイルス
類似配列 
 カラーでハイライトしたものは近接して
いる配列 
 
 
 本研究ではツェツェバエを解析対象とし
て、麻酔システムの検討、抗アフリカトリパ
ノソーマ活性を有するエフェクター分子と
してのGpDef分子のプロファイル解析を行っ
た。当初予定していた、貯精嚢へのインジェ
クションは困難であったため、アフリカトリ
パノソーマ原虫の動き関連分子解析、ポリド
ナウイルス様配列の解析を行った。今後、こ
れらの解析を引き続けて進めることにより、
遺伝子組換えツェツェバエの創出につなげ
ていきたい。 
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